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@ Optischer Nachweis von Hybridisierungs-Signalen 

(§7) Ein neues Verfahren wi rd vorgesteilt zum Nachweis von 
Nukleinsauren mitteis Hybridisierung mit einer kompiemen- 
taren Nukieinsaure-Sonde durch einen chemisch an die 
Nukleinsaure Oder die Nukleinsaure-Sonde gebundenen Li- 
ganden, dadurch gekennzeichnet, daS einer der Hybridisie- 
rungspartner an einen festen Trager gebunden ist, als 
Liganden Substanzen ausgewahlt werden, die mit hoher 
Affinitat an einen makromofekuiaren Binder binden, und der 
Binder chemisch an Detektionskugelchen gekoppeit ist, die 
optisch detektierbar sind. Das Nachweisverfahren ist spezteii 
zur Durchfuhrung auf Matrizes geeignet und damit automa- 
tisierbar. 
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Der Nachweis von Nukleinsauren einer spezifischen 
Sequenz durch Hybridisierung ist eine der Standardme- 
thoden der modernen Molekularbiologie. Mit dieser 
Technik werden z. B. einzelne Gene (oder Teite davon) 
in einer Preparation von genomischer DNA oder das 
Transkriptionsprodukt (mRNA) eines Gens in einer 
RNA-Praparation nachgewiesen [Meinkoth, J. and G. 



Nukleinsauren in kleinsten Volumina und zur optischen 
Auswertung, einer Voraussetzung fur den Aufbau auto- 
matisierter Detektionssysteme. Auch ist die simultane, 
paraiieie Analyse einer Vielzahl von Nukleinsaure -Se- 
quenzen in einem kleinen Probenvolumen mit den bis- 
herigen Nachweisreaktionen nur begrenzt moglich. 

Es besteht daher ein Bedarf nach einem einfachen, 
automattsierbaren Nachweisverfahren fur Nukleinsau- 
re-Hybridisierungen. Die vorliegende Erfindung stellt 



Wahl, Hybridization of Nucleic Acids Immobilized on io ein derartiges einfach handhabbares Verfahren zur Ver- 



Solid Supports. Analytical Biochemistry, 1984. 138: p. 
267-284; Sambrook, J., E.F. Fritsch, and T. Maniatis, 
Molecular Cloning: A laboratory manual. 2nd ed. Vol. 2. 
1989, Cold Spring Harbor: Cold Spring Harbor Labora- 
tory Press. 13.96—13.97; Costanzi, C. and D. Gillespie, 
Fast Blots: Immobilization of DNA and RNA from 
Cells, in: Guide to Molecular Cloning Techniques, edited 
by S.L. Berger and A.R. Kimmel, Academic Press, Inc., 
San Diego; Methods in Enzymology, 1987. 152: p. 



fiigung. 

Die Erfindung betrifft dementsprechend ein neues 
Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren mittels 
Hybridisierung mit einer komplementaren Nukleinsau- 
15 re-Sonde durch einen chemisch an die Nukleinsaure 
oder die Nukleinsaure-Sonde gebundenen Liganden, 
dadurch gekennzeichnet, daB einer der Hybridisierungs- 
partner an einen festen Tracer gebunden ist, als Ligan- 
den Substanzen ausgewahlt werden, die mit hoher Affi- 



582— 587; Wolf, S.E., et al., Rapid hybridization kinetics 20 nitat an einen makromolekuiaren Binder binden, und 

of DNA attached to submicron latex particles. Nucleic der Binder chemisch an Detektionskugelchen gekoppelt 

Acids Res, 1987. 15: p. 2921—2926; Schena, M., et ah, ist, die optisch detektierbar sind. 

Quantitative monitoring of gene expression patterns Die erfindungsgemaBe Methode erlaubt den einfa- 

with a complementary DNA microarray. Science, 1995. chen Nachweis von Hybridisierungssignalen durch Be- 

270: p. 467—470]. Urn den vielfaitigen experimentellen 25 obachtung mit dem Auge oder mit einem Lichtmikro- 

Problemsteliungen gerecht zu werden, wird diese skop. Durch eine entsprechende apparative Ausstattung 

Grundtechnik in einer Vielzahl von Variationen einge- ist es auch moglich, die Signale vollautomatisch zu erfas- 

setzt Durch diese Untersuchungen konnen wichtige In- sen und zu verarbeiten. So wird ein hoher Probendurch- 

formationen zum Aufbau eines Genoms, zur Aktivitat satz und eine leichte Speicherung der anfallenden Daten 

einzelner Gene und zu Veranderungen erhalten werden, 30 moglich. Die Detektion unter dem Lichtmikroskop ohne 



die z. B. mit der Tumorentstehung verbunden sind Die 
se Techniken werden in vielen Bereichen eingesetzt: bei 
der Oberprufung gentechnischer Experimente, in der 
medizinischen Diagnostic in der Pharmakologie und 
Toxikologie und in der Agrarwissenschaft. 

Unter Hybridisierung versteht man die sequenzspezi- 
fische Anlagerung zweier sequenz-komplementarer 
DNA Strange. In auf Hybridisierung beruhenden Nach- 
weisreaktionen fiir eine Nukleinsauresequenz ist in der 
Regei ein Nukleinsaure-Strang markiert und der zweite 40 
an eine feste Phase gebunden. Die Markierung kann je 
nach Aufbau des Experiments sowohl an der Sonde 
(dem bekannte Nukleinsaure-Strang) als auch am Tar- 
get (dem nachzuweisenden Nukleinsaure-Strang in ei- 
ner gemischten Preparation) erfoigen. Die Markierung 45 
erfoigt gem&B dem Stand der Technik entweder durch 
radioaktive Markierung, durch fluoreszierende oder 
chemolumineszierende Molekiile oder durch Farbreak- 
tionen. Als feste Phase, an die die Nukleinsauren gekop- 
pelt ist, wird in der Regel eine Nitrozellulose- oder Ny- 50 
Ionmembran eingesetzt. Die Stellen auf der Membran, 
an denen Hybridisierung erfoigt, werden durch Autora- 
diographic auf einem Rdntgenfilm oder durch die direk- 
te Beobachtung der Fluoreszenz oder der Farbreaktion 
nachgewiesen. So kann zum Beispiel die Bindung von 
Streptavidin an Biotin (US 2915082, EP 63879), das an 
die Nukleinsaure gekoppelt ist, aber auch die Bindung 
eines Antikorpers an ein an die Nukleinsaure gebunde- 
nes Hapten als Hybridisierungsnachweis eingesetzt 



den Einsatz toxischer Substanzen erlaubt es, dieses 
Nachweisverfahren von spezifischen Nukleinsauren 
vielseitig einzusetzen. 
Als fester Trager werden gangige Objekttrager aus 
35 lichtdurchlassigem Material (z. B. Glas) im Durchlicht- 
verfahren eingesetzt Bei Verwendung eines Auflichtmi- 
kroskops oder bei der Detektion mit dem Auge kSnnen 
auch lichtundurchlassige Trager (z. B. aus Glas, Ublichen 
Kunststoffen oder Silizium) verwendet werden. 

Je nach Fragestellung konnen entweder die zu unter- 
suchenden Nukleinsauren oder die Nukleinsauresonden 
auf dem Trager immobilisiert werden. Im folgendem 
wird die letztere Variante naher beschrieben. Die ande- 
re Variante ist in analoger Weise durchfiihrbar. 

Durch gezieltes Immobilisieren der Sonden auf dem 
Trager erhalt man eine Detektionsmatrix, die die gleich- 
zeitige Detektion einer Vielzahl von Nukleinsaurese- 
quenzen erlaubt Die Detektionsmatrix ist dabei wie 
folgt aufgebaut: 

Der Trager wird in quadratische Felder mit einer 
ICantenlange im pm-Bereich (z. B. 500 \im) aufgeteiit 
Auf jedes dieser Felder wird eine Nukleinsaure-Sonde 
bekannter Sequenz (z. B. synthetisierte Oligonucleotide) 
aufgebracht und dort immobilisiert. 

Das Auftragen der Nukleinsauren auf die einzelnen 
Felder kann durch manuelles Pipetieren, durch Pipetie- 
ren mit einer automatischen Pipetiereinrichtung oder 
lithographisch z. B. mit Hilfe eines Stempels erfoigen. 
Abb. 1 zeigt eine Matrix mit Feldern, an die jeweils 



55 



werden (EP 173251, EP 128018). Das Streptavidin (bzw. so Nukleinsaure-Sonden einer spezifischen Sequenz ge- 



der Antikorper) ist mit einem Enzym gekoppelt, dessen 
Aktivitat uber gekoppelte Farbstoffsysteme nachgewie- 
sen werden kann. Die Verwendung eines Linkers zwi- 
schen dem Hapten und der Nukleinsaure-Sonde verbes- 
sert die Nachweisempfindlichkeit deutlich 
(DE38 13 278). 

Die beschriebenen Verfahren sind kaum geeignet 
zum Aufbau eines einfachen Nachweisverfahrens von 



65 



bunden sind, und nukleins£urefreien Zwischenraumen, 
Jedem Feld (x/y) kann eine spezifische Nukleinsaure-Se- 
quenz zugeordnet werden. Die Bindung der Nuklein- 
saure-Sonden auf den einzelnen Feidem erfoigt in an 
sich bekannter Weise durch kovaiente chemische Bin- 
dung, abhangig vom verwendeten TragermateriaL Dazu 
werden die Nukleinsauren mit einer Kopplungsgruppe 
(z. B.: Amino- (NH 2 ); Thio- (SH) oder Carboxy- (COOH) 
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Gruppe) hergestellt, die direkt am 5'-Ende der Nuklein- 
sauresonde eingebaut wurde oder iiber einen Linker 
(z. B.: (-CH 2 -)n Oder (~CH 2 -0-)n; n-1-25) mit 
der Nukleinsaure verbunden ist. Beispiele dafur sind 
Aminolinker ([N-trifluoracetomido-(3-oxa)-pentyl-N,N- 
diiso propyl- methyljphosphoramidite, Boehringer 
Mannheim) und Thiolinker (5'-thioi-modifier C6, Gien 
Research, Inc.), Der Trager wird fur die Koppiung eben- 
falls durch eine geeignete Kopplungsgruppe mit oder 
ohne Linker aktiviert. Geeignete Koppiungsgruppen 
sind z. B. Gold, ferner Epoxygruppen oder Tosylgrup- 
pen (z.B. Glycidoxypropyitrirnethoxysilan, Fluka). Es 
konnen auch mit einem Polymer (z. B, Dextran, Polyly- 
sin) beschichtete Trager eingesetzt werden. Die Nu- 
kleinsauren mussen so auf dem Trager befestigt sein 
und die Linker mussen an einer Position der Nuklein- 
sauren gekoppelt sein, daB die Basenpaarung zwischen 
2wei Nukleins&urestrangen nicht beeinfluSt wird. Nach 
der Immobilisierung der Nukleinsaure-Sonden kann der 
Trager unter geeigneten Bedingungen aufbewahrt wer- 20 
den. Je nach Fragestellung konnen verschiedene Nu- 
kleinsaure-Sonden eingesetzt werden. Die kontroliierte 
Auswahl der Sonden erlaubt es, einen der Fragestellung 
angepaBten Datensatz zu sammein. Die so hergestellten 
Nukleinsauredetektionstrager (im weiteren Trager) 25 
konnen nun zum Nachweis der gesuchten Nukleinsau- 
resequenzen eingesetzt werden. 

Als zu testende Nukleinsauregemische (im weiteren 
Tester- Losung) konnen, z. B. Gesamt-RNA-Praparatio- 
nen, polyadenylierte mRNA, cDNA, genomische DNA 30 
oder Amplifizierungsprodukte dhscr PrSparationen aus 
den verschiedensten Quellen eingesetzt werden. 

Zur sequenzspezifischen Hybridisierung wird der 
Trager mit der Tester-Ldsung (wenige ul reichen, um 
eine 1.6 mal 1.6 cm gro0e Flache ausreichend zu bedek- 
ken) Uberschichtet und fiar die Hybridisierung mit einem 
Deckglas zum Schutz vor Evaporierung bedeckt Nach 
Inkubation, wenn erforderlich bei erhohter Temperatur, 
werden durch Waschen mit einer ublichen Pufferldsung 
die nicht hybridisierten Nukleins&uren der Tester-Ld- 
sung entfernt. 

Zur Detektion ist es nun erforderlich, Hybride zwi- 
schen den Nukleinsaure-Sonden auf dem Trager und 
Nukleinsauremolekiile aus der Tester-Losung sichtbar 
zu machen. Dies erfolgt durch Inkubation mit einer Sus- 
pension, die wenige u.m groBe (0,5—10 um) spharische 
kugeichen, vorzugsweise lichtundurchlassige Kugei- 
chen, enthalt. Diese Kugeichen sind im Lichtmikroskop 
sichtbar und konnen unter anderem durch unterschiedli- 
che F&rbung oder Fluoreszenz spezifisch markiert sein. 
Diese Kugeichen sind ttber Linker mit Molekiilen (2. B. 
Streptavidin, Antikorper gegen ein Hapten) gekoppelt, 
die hoch spezifisch an einen Liganden binden (2. B. Bio- 
tin, Hapten). Im folgendem werden diese Kugeichen De- 
tektions-Kugelchen genannt Biotin b2w. das Hapten 
(2. B. Digoxin, Digoxygenin) finden sich nur auf den Fel- 
dern, auf denen Hybride zwischen Nukleinsauren der 
Tester-Ldsung und Nukleinsauren des Tragers gebildet 
wurden (Abb. 2). Die Bindung der Detektions-Kugel- 
chen erfolgt nur auf den Feldern, auf denen sich Biotin 
bzw. geeignete Hapten-Molekiile befinden. Eine An- 
haufung von Detektions- Kugeichen ist daher spezifisch 
fur Felder, auf denen eine Hybridisierung erfolgt ist. 

Die Hapten- bzw. Biotin-Markierung kann mit fol- 
genden Schritten angebracht werden. 65 
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cDNA-Synthese, bei einem anderen analogen Am- 
plifizierungsverfahren durch Biotin/Hapten mar- 
kierte Nukleosid-Triphosphate, durch eine Reak- 
tion mit Terminaler-Transferase und einem mar- 
kierten Nukleosid-Triphosphat, oder durch eine 
Jichtaktivierbare oder chemische Koppiung einge- 
baut werden. Erfolgt die Hybridisierung zwischen 
einem Nukleinsaurernolekul der Tester-Ldsung 
und einer Nukleinsaure-Sonde auf dem Tr&ger, be- 
finden sich Bio tin-Tags oder Hap ten- Tags auf dem 
fur diese Sonde spezifischen Feld. 
Die oben beschriebenen Detektions- Kiigelchen 
binden nun spezifisch an dieses Feld und die Anrei- 
cherung kann beobachtet und gemessen werden. 
B. Die Hybridisierung erfolgt mit unmarkierten 
Nukleinsauremolekulen in der Tester-Losung. 
Nach dem Waschen zum Entfernen nicht hybridis- 
ierter Nukleinsauren wird der Trager mit einer Re- 
aktionsiosung uberschichtet, die eine Polymerase 
und ein bis vier Biotin/ Hapten-markierte dideoxy- 
Nukleosid-Triphosphate enthalt. An geeigneten 
Hybriden befinden sich im AnschluB an das 3'-Ende 
der Nukleinsauresonde nicht gepaarte Basen auf 
dem kompiementaren Tester- Nukleinsaurestrang. 
An dieser Stelle kann nun ein zur nachsten Base der 
Tester-Nukleinsaure komplementares Nukieosid 
an das 3'-Ende der Nukleinsaure-Sonde eingebaut 
werden. 

Wie oben konnen nun Detektions- Kugeichen auf 
diesem Feld binden. 

Eine Anhaufung dieser Kugeichen auf einer Position 
(Feld) des Objekttragers zeigt in beiden Varianten eine 
erfolgte Hybridisierung. Der Nachweis ermoglicht zu- 
nachst die Unterscheidung zwischen erfolgter Hybridis- 
ierung und keiner Hybridisierung. Liegt die Anzahi der 
Hybride unter der Menge, die zu einer SSttigung der 
Nachweis-Flache mit Detektions- Kugeichen fiihrt kann 
das AusmaB der Anhaufung (Menge der Ktigelchen) zur 
Quantifizierung der gebildeten Hybride benutzt wer- 
den. Daraus kann die Konzentration der zur jeweiligen 
Sonde kompiementaren Nukleinsauren in der Tester- 
Losung bestimmt werden. Durch farbige Markierung 
der Kiigelchen ist auch eine serielle oder parallele Ana- 
lyse mehrerer Reaktionen auf einem Trager mdglich. 

Durch den Einsatz von fluoreszierenden Detektions- 
Kiigelchen kann eine Trager/Detektions- Kugeichen 
Kombination zur Verfugung gesteilt werden, die eine 
Detektion mit bloBem Auge unter einer geeigneten an- 
regenden Lichtquelle (z. B. UV) erlaubt. In diesem Fall 
werden die Felder auf dem Tr&ger so angeordnet ( Ab- 
stand ca. 2—5 mm), daB auch ohne eine VergrdBerung 
die genaue Zuordnung eines Fluoreszenzsignais zu ei- 
ner Art von Nukleinsaure-Sonde erlaubt. 



Beispiele 
Beispiel 1 
Vorbereitung des Tr&gers 



A. Die NukJeinsauremoiekiile der Testerl6sung 
sind bereits markiert. Die Markierung kann bei der 



Auf einen mit Gold beschichteten Trager werden Nu- 
kleinsaure-Sonden liber eine Thioi-Gruppe gekoppelt, 
die sich am 5'-Ende der Nukleinsauren befindet Die 
Nukleinsaure- Molekiile, werden mit einem Stempel aus 
Agarose so aufgebracht, daB sich auf den einzeinen Fel- 
dern der Matrix immer nur eine Art von Nukleinsaure- 
Sonden befindet. An Position (1, 1) befindet sich Nu- 



BNSDOClD: <DE__19612356A1_I_> 



DE 196 12 356 Al 



10 



20 



kleinsaure-Molekiile mit einer Sequenz spezifisch fiir 
das menschliche Onkogen c-myc; an Position (1,2) fiir 
das Onkogen c-fos; an Postion (1, 3) fiir c-jun; an Posi- 
tion (2, 1) fur p-Actin; an Position (2, 2) fur p-Globin; an 
Position (2, 3) fiir Luziferase, 

Alie Nukleinsauresonden haben eine Lange von ca. 30 
Nukleotiden und werden so gewShlt, daB die gebildeten 
Doppelhelices mit Nukleinsaure-Molekiilen aus der 
Testerlosung einen Schmelzpunkt von 58° C habea 

Vorbereitung der Tester- Losung 

Aus der menschlichen Zeilinie U937 wird die poly- 
adenyiierte mRNA durch Bindung an eine Oiigo-dT- 
Matrix isoliert Mit Hilfe von Hexamer-Primern, die aJle 
m6glichen Sequenzen enthalten, werden in Anwesen- 
heit eines Biotin-markierten Nukleosid-Triphosphats 
(Biotin-21-dUTP, Clontech) representative cDNA-Mo- 
lekiiie durch reverse Transkription hergestellt Die so 
erhakenen Biotin-markierten cDNA-Molekiile werden 
in einem Hybridisierungspuffer (0,5 M (Na-)Phosphat 
pH 7,2, 7% Natriumlauryisulfat, 0,5% Rinderserum-Ai- 
bumin, 1 mM EDTA) aufgenommen. 



Hybridisierung 25 

Mit (ca. 30 id) dieser Losung wird der Trager uber- 
schichtet, mit einem Deckglas versiegelt und bei 58° C 
inkubiert. Nicht gebundene Nukieinsauren der Tester- 
Losung werden durch mehrmaliges Waschen mit einer 30 
auf 55° C erwarmten Waschlosung (0,1 M (Na-) 
Phosphat pH 7,2, 1% Natriumlauryisulfat, 1 mM EDTA) 
entfernt 

Binden der Detektions-Kugeichen 35 

Der Trager wird mit (ca. 30 uJ) einer Suspension von 
an Streptavidin gebundener Detektions-Kugeichen 
(Streptavidin-Latex-Beads, MoBiTec) uberschichtet. 
Nach kurzer Inkubationszeit (ca. 30 min) werden durch 40 
Waschen mit einer Waschlosung (40 mM (Na-) 
Phosphat pH 72) die nicht gebundenen Kugelchen ent- 
fernt 

Detektion 45 

Die Trager werden nun unter ein Mikroskop gelegt. 
Auf Feldern, die mit Detektions-Kugeichen bedeckt 
sind, ist eine Hybridisierung zwischen Nukleinsaure- 
Molekiilen der Tester-Losung und Nukleinsaure-Son- 50 
den des Tragers erfoigt. Die zu den Sonden korrespon- 
dierenden Gene werden daher in der untersuchten Zelle 
transkribiert. 

BeispieI2 55 
Wie Beispiel \, auBer: 

— Alle Nukleinsaure-Sonden werden iiber das 
5'-Ende immobiiisiert Dadurch sind die 3'-OH-En- eo 
den der Nukleinsaure-Sonden auf dem Trager frei 
zuganglich. 

— Es wird keine cDNA-Synthese durchgefuhrt. 
Die Tester-Losung enthalt direkt die poiy-aden- 
ylierte mRNA aus den U937 Zellen. 6 5 

— Nach dem Hybridisierungsschritt wird der Tra- 
ger mit einem Puffer fiir die reverse Transkription 
uberschichtet. Der Puffer enthalt neben dem En- 



zym Reverse-Transkriptase auch ein mit Bio tin , 
markiertes Nukleosid-Triphosphat (Biotin- 
21-dUTP, Ciontech). Die 3'-Enden der Nukleinsau- 
re-Sonden werden so gewahlt, daB, wenn das richti- 
ge Molekui hybridisiert, der Einbau von dUTP er- 
folgen kann. Das heiBt, auf den RN A- Molekiilen 
aus der Tester-Losung folgt auf die zur Sonde kom- 
plementaren Sequenz in Richtung des 5'-Endes ein 
Adenosin. Dieser Schritt erlaubt eine zusatziiche 
Differenzierung der gebildeten Hybride. 

Bindung der Detektions-Kugeichen und Detektion 
wie in Beispiel 1. 

Beispiel 3 
Wie Beispiel 2, auBer: 

— Fiir die reverse Transkription werden 2 ver- 
schiedene Nukieosid-Triphosphate mit Bio tin- bzw. 
Digoxigenin-Markierung (Digoxigenin- 1 6-d ATP, 
Biotin-16-ddUTP, Boehringer Mannheim) zugege- 
ben. Je nach Sequenz der hybridisierten RNA-Mo- 
lekule wird ein anderes Nukleosid eingebaut 

— Durch Verwendung unterschiediich markierter 
Detektions-Kugeichen (mit Streptavidin — rot; mit 
anti-Digoxigenin-Antikdrper — griin) konnen un- 
terschiedliche Bindungen der Detektions-Kugei- 
chen beobachtet werden. 



Beispiel 4 
Wie Beispiel 2, auBer: 

— Es wird zunachst durch reverse Transkription 
mit poly-dT-Primern [(dT)18G, (dT)18C, und 
(dT)18A] nicht markierte cDNA synthetisiert. Die- 
se wird ais Tester-Losung zur Hybridisierung ein- 
gesetzt 

— Der Einbau der markierten Nukleoside erfoigt 
analog zu Beispiel 2. Es wird jedoch anstelle der 
Reversen-Transkriptase eine DNA abhangige 
Polymerase (T7 -DNA -Polymerase) eingesetzt 



Beispiel 5 

Wie Beispiel 4, auBer: 

— Es werden fluoreszierende Detektions-Kiigel- 
chen (MoBiTec) verwendet, die durch Anregung 
mit einer UV-Licht-Quelle fluoreszieren. Die Ma- 
trix-Felder (Positionen), die mit der Nukleinsaure- 
Sonde (siehe Beispiel 1) belegt sind, werden in ei- 
nem Abstand von 3 mm angeordnet Die Fluores- 
zenz kann so mit dem Auge einer definierten Posi- 
tion zugeordnet werden. 

Patentanspriiche 

h Verfahren zum Nachweis von Nukieinsauren 
mittels Hybridisierung mit einer kornplementaren 
Nukleinsaure-Sonde durch einen chemisch an die 
Nukleinsaure oder die Nukleinsaure-Sonde gebun- 
denen Liganden, dadurch gekennzeichnet, daB ei- 
ner der Hybridisierungspartner an einen festen 
Trager gebunden ist, als Liganden Substanzen aus- 
gewahlt werden, die mit hoher Affinitat an einen 
makromolekularen Binder binden, und der Binder 
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chemisch an Detektionskiigelchen gekoppelt ist, 
die optisch detektierbar sind. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn - 
zeichnet, daB als fester Tracer Glas, Kunststoff 
oder Silizium eingesetzt wird. s 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn - 
zeichnet, daB die Detektionskiigelchen einen 
Durchmesser von 0,5 — 1 0 u,m haben. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 

|| zeichnet, daB fluoreszierende Detektionskiigelchen io 

verwendet werden, die unter einer anregenden 
■ i Lichtquelle rnit dem Auge erkennbar sind. 

f'^- 5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 

zeichnet, daB lichtundurchiassige oder farbige De- 
tektionskiigelchen verwendet werden, die im Licht- 15 
mikroskop erkennbar sind. 
6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
^ zeichnet, daB als Nukleinsauren RNA, cDNA oder 

— 5 genomische DN A eingesetzt wird. 

& 7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 20 

zeichnet, daB ais Nukleinsaure-Sonden syntheti- 
sche Oligonucleotide bekannter Sequenz einge- 
setzt werden. 

8, Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als makromolekulare Binder Proteine 25 
oder Peptide verwendet werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als makromolekulare Binder Strepta- 

|| vidin oder ein Antikorper verwendet wird 

% 10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 30 

$ zeichnet, daB ais Ligand Biotin oder ein Hapten 

verwendet wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Hapten Digoxin oder Digoxyge- 
nin verwendet wird. 35 
\ 12. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 

zeichnet, daB einer der Hybridisierungspanner di- 
rekt oder uber einen Linker an den festen Trager 
gebunden ist. 

13. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 40 
zeichnet, daB der makromolekulare Binder tiber ei- 
nen Linker an die Detektionskiigelchen gebunden 
ist 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1,12 oder 
13, dadurch gekennzeichnet, daB eine der Nuklein- 45 
sauren so auf dem festen Trager befestigt ist und 
die Linker an einer solchen Position der Nuklein- 
sauren gekoppelt sind, daB die Basenpaarung zwi- 
schen zwei Nukleinsaurestrangen nicht beeinfluBt 

9$ wi rd 50 
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Die Darstellunsen sind nicht MaSstabsgetreu. 
GroBbuchstaben reprasentieren Nuklemsaure- 

Molekule. Komplementare Molekule sma nut AbblldunS 2 

durchgestrichenen Buchstaben dargestellt. riUUilUUH to ^ 
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